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D陪遺伝子による癌化抑制機構の解析
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我々がラット初代培養細胞のcDNA発現ライブラリーから新規に分離したdrs遺伝子は
C端側に膜貫通ドメインとN端側にセレクチンファミリーなと1こ保存されているSushiモ
チーフを3つ持ち、 v-src，v-rasなど種々の癌遺伝子によってそのmRNAの発現が
downregulateされること、およびラット細胞株で高発現させるとv-src遺伝子によるト
ランスフォーメーションを抑制する活性を持つことから新しいタイプの癌抑制遺伝子であ
ると考えられる。我々はこの遺伝子のヒトホモログを分離し大腸癌など種々のヒ卜癌細胞
株においてdrsmRNAの著しい発現低下が認められることを明かにしてきた。またdr陪S遺
伝子はこれらの癌細胞株に導入すると細胞増殖には影響を与えずず‘に足場非依存性増殖能
(anchor悶age-目.川.
異的に抑制する活性を示すことからヒ卜癌の発生においても悪性化形質の発現に対して抑
制的に働いていると考えられる。本研究ではdrs遺伝子の機能をジーンターゲ、ティングや
プロテオミクスの手法を用いて解析し癌化抑制機構を明らかにしていくことを目的として
いる。また、実際のヒト癌組織でのdrs遺伝子の発現抑制と悪性化形質の発現および他の
癌遺伝子、癌抑制遺伝子の変異との関連についても詳細に検討することによってヒト癌発
生におけるdrs遺伝子の役割を明らかにする。
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研究成果
[研究目的]
我々がv-src癌遺伝子による細胞癌化に対する抑制遺伝子としてラット初代培養細胞
cDNAライブラリーから新規にク口一ニングしたDrs遺伝子はC端に膜貫通ドメイン、 N端
に接着因子であるセレクチンファミリーなど1こ保存されているSushimotifと呼ばれる
consensus repeat (Sushi motif)を3つ持ち、種々の癌遺伝子によってそのmRNAの発現
がdownregulateされる。また大腸癌、肺癌、前立腺癌など種々のヒ卜癌細胞株や悪性癌
組織でdrsmRNAの強い発現抑制が認められることを明かにしてきた。さらにdrs遺伝子
をこれらのヒ卜癌細胞株に導入すると足場非依存性増殖能や造腫蕩能を抑制する活性を持
つことを見い出した。この抑制活性にはdrsの膜貫通領域の外側と内側の両方が必要であ
ること、またdrs発現細胞では非接着培養条件下でG1/S期進行とサイクリンAmRNAの
発現が抑制されていることも明らかにしてきた。これらの結果からDrs遺伝子はヒト癌の
発生においても癌抑制遺伝子として働いている可能性が高いと考えられる。本研究はDrs
遺伝子の機能と癌化抑制機構およびヒト癌発生における役割を明かにすることを目的とし
ている。特にDrsの生理機能と癌化抑制機構を解析するためにDrs結合蛋白の解析とDrs遺
伝子欠損マウス (KOmouse)の作製と解析に取り組んだ。
[方法と結果]
(1 ) 実際のヒト癌組織におけるdrs遺伝子の発現と悪性化との関連をできるだけ広範囲に
in situ hybridization法、 Northern法、 Southern法によって検討した。まず、大腸線癌
について良性(adenoma)から悪性(adenocarcinoma)へ移行する過程でdrsmRNAの発現
抑制が起こっていることを明らかにした。さらに男性で患者数の多い肺癌と前立腺癌につ
いて検討し低分化型肺腺癌、肺小細胞癌、前立腺癌においても大きな遺伝子の欠失をとも
なわず1こdrsmRNAの強い発現抑制が高頻度で認められることを明らかにした。
ATL患者の悪性リンパ腫組織におけるDrs遺伝子の発現と変異をinsitu hybridization 
法とSouthernhybridization~去によって検討したところ、調べた全てのATし患者のリンパ
腫 (11例)とATLリンパ腫由来の細胞株 (HUT102， OL-Tml)において遺伝子の欠失を
ともなわないdrsmRNAの強い発現抑制が起こっていることを見い出した。正常T細胞や
ATL以外のリンパ腫ではdrsmRNAは発現している。また種々のHTLV-1感染細胞株で検
討した結果、 drsmRNAの発現抑制はHTLVTax遺伝子の発現には依存していないことが
わかった。さらにATL細胞株HUT102にレトロウイルスベクターを用いてDrs遺伝子を導
入すると軟寒天培地中でのコロニー形成と低血清培地中での増殖が抑制された。したがっ
てdrsの発現抑制はHTLV感染後のATLのprogressionの過程!こ関与している可能性が考え
られる。
(2)プ口テオミクスの手法を用いてDrs蛋白と相互作用する蛋白の網羅的な同定をおこな
い複数のDrs結合蛋白を検出している。その中のひとつ、 GRP78/BiPは小胞体(ER)にお
いて蛋白の発現調節やストレスによるアポトーシス誘導に関わる多機能蛋白である。そこ
でDrs遺伝子とアポトーシスとの関連を検討するために種々のヒ卜癌細胞株にトランスフ
ェクションによってDrs遺伝子を高発現させたところCaspase3の活性化をともなうアポ
卜ーシス誘導を引き起こすことを見い出した。 Deletionmutantsの解析から、このアポ
卜ーシス誘導活性にもDrsの細胞外領域の3つのSushimotifと細胞内領域の両方が必要で
あることがわかった。この結果は以前にレトロウイルスベクターによってDrs遺伝子をヒ
ト癌細胞株に導入し、足場非依存性増殖の抑制活性をdeletionmutants によって調べた
結果と一致しておりアポ卜ーシス誘導と足場非依存性増殖抑制の聞になんらかの関連があ
ることが考えられる。またDrs遺伝子はSaos2やHeLaなどp53とRb遺伝子の機能が失わ
れているヒ卜癌細胞に対してもアポトーシスを誘導することからDrsによるアポトーシス
は少なくともp53非依存性であるか、あるいはp53の下流で機能しているものと考えられ
る。さらにDrsはCaspase9とCaspase-12も活性化することも明らかにしている。現
在、下記のDrsノックアウトマウスとDrs欠損細胞を用いてDrsによるアポ卜ーシス誘導に
関わる経路の詳細な解析を行っている。
(3)ジーンターゲ、ティング法によってDrs遺伝子ノックアウトマウス(DrsKO mouse)を
作製することに成功した。 Drs遺伝子はX染色体上にあることがわかっているが、現在ま
でに雄(ー IY)と雌(ー /ー )の両方のDrsKO mouseが胎生致死にならずに生まれてきている。
また、これらのマウスは生殖能力も影響を受けておらず交配可能であることも確認してい
る。これらのDrsKO mouseとそれに由来する初代培養細胞を用いてDrsの生理機能と癌
化形質の発現に対する影響、また細胞レベルでの細胞増殖、不死化、癌遺伝子による細胞
癌化、アポ卜ーシス、細胞接着、細胞分化なと、におけるDrs遺伝子の役割を検討してい
る。
[考察]
上記の結果から大腸癌や肺癌、前立腺癌、 ATLリンパ腫など様々な実際のヒ卜悪性癌組
織においてもDrsの発現抑制と悪性化形質の発現が密接に関連していることが明らかに
なってきた。またDrs遺伝子による癌化抑制にはアポトーシスが関わっている可能性も明
らかになってきた。培養上皮細胞では足場をなくすとアポ卜ーシスが誘導される現象
(anoikis)が知られており増殖の足場依存性とアポトーシスも密接な関係があることがわ
かっている。 Drs遺伝子機能と関連する分子の解析によってアポ卜ーシスと足場非依存性
増殖に関わる新しい経路の解明も期待できると考えられる。今後、 Drs蛋白と相互作用す
る蛋白のさらなる解析とアポ卜ーシス関連分子との関連を詳細に検討することによって
Drsによるアポトーシス誘導のシグナル経路を明らかにし、 Drs遺伝子による細胞癌化抑
制機構を明らかにしてゆきたい。また、作製した DrsKO mouseおよびDrs欠損細胞の
解析によって個体レベルおよび細胞レベルでの癌発生におけるDrs遺伝子の役割と種々の
正常細胞における機能を明らかにしてゆきたい。
